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Тирозил-тРНК синтетаза Mycobacterium tuberculosis (MtTyrRS) є одним з ключових
ферментiв синтезу бiлка на дорибосомному етапi, тому його iнгiбування повинно iстот-
но стримувати рiст патогенних бактерiй в органiзмi хазяїна. MtTyrRS та TyrRS люди-
ни не здатнi до перехресного розпiзнавання та амiноацилування вiдповiдних тРНКTyr,
тому специфiчнi iнгiбiтори MtTyrRS повиннi бути не токсичними для людини. Взає-
модiя iнгiбiтора з каталiтичною KMSKS-подiбною петлею MtTyrRS повинна значно
пiдвищити його афiннiсть до ферменту. З урахуванням цього проведено дизайн нових
iнгiбiторiв MtTyrRS на основi структури вiдомого iнгiбiтора SB-219383. Модифiкацiя
здiйснювалася таким чином, щоб забезпечити взаємодiю iнгiбiторiв iз каталiтичною
петлею ферменту. Показано, що змодельованi нами iнгiбiтори взаємодiють з каталi-
тичною петлею протягом усього часу динамiки MtTyrRS (100 нс).
Пошук iнгiбiторiв тирозил-тРНК синтетаз (TyrRS) бактерiй залишається актуальною проб-
лемою [1]. TyrRS є одним iз ключових ферментiв дорибосомного етапу синтезу бiлка, спе-
цифiчне iнгiбування цього ферменту повинно iстотно стримувати рiст патогенних бактерiй
в органiзмi людини. Оскiльки TyrRS бактерiй та людини не здатнi до перехресного розпiз-
навання та амiноацилування вiдповiдних тРНКTyr, специфiчнi iнгiбiтори TyrRS бактерiй
можуть стати основою для розробки нових лiкiв [2].
Патогенна еубактерiя Mycobacterium tuberculosis є збудником туберкульозу людини.
TyrRS належить до першого класу амiноацил-тРНК синтетаз, для якого характерними
є каталiтичнi мотиви HIGH та KMSKS [3]. Структура TyrRS Mycobacterium tuberculosis
(MtTyrRS) значно вiдрiзняється вiд цитоплазматичної TyrRS людини, яка має еукарiотич-
ний тип просторової будови, тобто iншу доменну органiзацiю. Гомологiя цих двох ферментiв
є низькою i становить менше 20% [2]. Бiльш схожу до бактерiальних TyrRS структуру має
мiтохондрiальна TyrRS людини [4], гомологiя мiж цим ферментом та MtTyrRS становить
близько 42% [2].
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Варто зауважити, що каталiтичний KMSKS-подiбний мотив мiтохондрiальної TyrRS лю-
дини має послiдовнiсть KLGKS, яка мiстить два залишки Lys, що є характерним для TyrRS
бактерiй. У MtTyrRS цей каталiтичний мотив має послiдовнiсть KFGKS, тобто також мiс-
тить два залишки Lys. Каталiтичний мотив цитоплазматичної TyrRS людини мiстить тiльки
один залишок Lys i має послiдовнiсть KMSSS. Зарядженi залишки Lys вiдiграють важливу
роль у перебiгу реакцiї амiноацилування: взаємодiючи з АТФ, вони беруть участь у зв’язу-
ваннi його в активному центрi ферменту i сприяють формуванню промiжного продукту —
тирозиладенiлату — та подальшiй його стабiлiзацiї в активному центрi ферменту. Для робо-
ти цитоплазматичної TyrRS людини необхiдна наявнiсть iона K+ як кофактора реакцiї. Вiн
формує так званий координацiйний зв’язок, тим самим компенсуючи вiдсутнiсть залишку
Lys в структурi каталiтичного мотиву KMSSS [3, 4].
Однiєю з особливостей каталiтичної петлi KMSKS є її висока рухливiсть [5]. Криста-
лографiчнi роботи не дають iнформацiї про координати цiєї петлi в мiтохондрiальнiй та
цитоплазматичнiй TyrRS людини. Проте для TyrRS бактерiй координати каталiтичної пет-
лi в кристалографiчних структурах визначенi [6].
Ранiше проводились роботи щодо пошуку iнгiбiторiв TyrRS бактерiй [1, 7]. Одним iз
найширше дослiджуваних є iнгiбiтор SB-219383 та його аналоги. SB-219383 виявляє кон-
курентну iнгiбуючу активнiсть проти S. aureus TyrRS (Ki = IC50 = 0;6 нM для S. aureus
TyrRS; IC50 = 22 мкM для TyrRS людини) та слабку антибактерiальну активнiсть проти
Streptococcal strains (MIC = 32 мкг/мл) [8, 9]. Також було синтезовано ряд аналогiв iнгiбiто-
ра SB-219383 для того, щоб зменшити його загальну полярнiсть i, таким чином, покращити
проникнення крiзь клiтинну стiнку бактерiй [10]. Нещодавно було створено iнгiбiтор, який
має хорошу iнгiбуючу активнiсть проти S. aureus TyrRS (IC50 = 0;100;03 мкM) [11], проте
не взаємодiє з каталiтичною петлею ферменту.
Було показано, що iнгiбiтори, якi будуть взаємодiяти з каталiтичною KMSKS-подiбною
петлею, повиннi мати вищу афiннiсть до TyrRS бактерiй порiвняно з TyrRS людини [12].
Нами проведено дизайн нових iнгiбiторiв MtTyrRS на основi структури вiдомого iнгiбiтора
SB-219383. Модифiкацiя здiйснювалася таким чином, щоб забезпечити взаємодiю iнгiбiторiв
iз каталiтичною петлею ферменту.
Матерiали i методи. Редагування iнгiбiтора SB-219383 проводилось iз використанням
програми PyMOL. Для додавання хiмiчних груп до iнгiбiтора використано функцiю Builder
даної програми. Стартова конформацiяMtTyrRS була взята з нашої попередньої роботи [5].
Комплекси MtTyrRS iз змодельованими iнгiбiторами отримано шляхом накладання струк-
тур нових iнгiбiторiв на iнгiбiтор SB-219383.
Топологiї силового поля для iнгiбiторiв було побудовано за допомогою програмного за-
безпечення ACPYPE [13]. Розрахунки динамiки проводили, використовуючи пакет програм
GROMACS 4.6.3 [14] та застосовуючи силове поле AMBER99SB-ILDN [15]. Пiдготовку сис-
тем для розрахункiв динамiки виконували таким чином. Молекулу помiщали в бокс iз во-
дою, з мiнiмальною вiдстанню до стiнки боксу 1 нм. Для нейтралiзацiї сумарного заряду
системи було додано 12 iонiв Na+. Проведено 200 крокiв мiнiмiзацiї енергiї системи мето-
дом крутого спуску. Урiвноваження системи здiйснювали в три етапи. На всiх трьох етапах
проводили “стримування позицiй” (англ. position restraint) для всiх важких атомiв бiлка
та iнгiбiторiв. На першому етапi було використано ансамбль NVT, а систему врiвноваже-
но при температурi 100 К. Для контролю температури системи було застосовано алгоритм
Brendsen. Фермент з iнгiбiтором та розчин контролювалися окремо. NVT урiвноваження
проводилось протягом 100 пс. На другому етапi кожну систему було лiнiйно розiгрiто вiд 100
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до 310 К протягом 1 нс, при цьому використовували ансамбль NPT i пiдтримували тиск
в 1 атм. На цьому етапi та у всiх подальших симуляцiях температуру i тиск пiдтримували,
використовуючи алгоритми V-rescale та Parrinello–Rahman вiдповiдно. Для фiнальної стадiї
урiвноваження системи було застосовано ансамбль NPT при температурi 310 К та тиску
1 атм протягом 1 нс. Розрахунки власне 100 нс динамiки здiйснювали для кожної систе-
ми, використовуючи ансамбль NPT без будь-яких обмежень рухливостi. Обмеження всiх
ковалентних зв’язкiв проводили за допомогою алгоритму LINCS, крок розрахункiв — 2 фс.
Електростатичнi взаємодiї розраховували за допомогою алгоритму MPE. Всi нековалентнi
взаємодiї розраховували на вiдстанi 1 нм.
Аналiз здiйснювався за допомогою програм пакета GROMACS. Середньоквадратичнi
флуктуацiї, енергiї взаємодiй, водневi зв’язки та вiдстанi було обчислено через кожнi 10 пс.
Графiки побудовано за середнiми значеннями для кожної нс. Для вiзуалiзацiї структури
використано PyMOL.
Результати та обговорення. Дизайн нових iнгiбiторiв. Дизайн iнгiбiторiв актив-
ного центруMtTyrRS проводився на основi структури вiдомого iнгiбiтора SB-219383. Оскiль-
ки SB-219383 не взаємодiє з каталiтичною петлею KFGKS, його було модифiковано таким
чином, щоб забезпечити взаємодiю iнгiбiтора з каталiтичною петлею в активному центрi. Як
показано в роботi [12], iнгiбiтори, якi будуть взаємодiяти з каталiтичною петлею, матимуть
вищу афiннiсть до TyrRS бактерiй порiвняно з TyrRS людини. Таким чином, нами було
змодельовано два новi iнгiбiтори активного центру MtTyrRS. Корову структуру iнгiбiтора
SB-219383 дещо спростили, видаливши мiстковий атом карбону, що утворював бiциклiчний
фрагмент. Далi до атома оксигену O28, звiльненого вiд ковалентного зв’язку з цим атомом
карбону, було приєднано групи, здатнi забезпечити взаємодiю з каталiтичною петлею: для
першого iнгiбiтора через етиленовий лiнкер СН2СН2 приєднали залишок бензимiдазолу,
що мiстить карбоксильну групу (iнгiбiтор SB-219383-a), для другого — залишок бензой-
ної кислоти через триатомний пропiленовий лiнкер СН2СН2СН2 (iнгiбiтор SB-219383-b)
(рис. 1, а).
Вибiр хiмiчних груп для побудови нових iнгiбiторiв здiйснювався з урахуванням влас-
тивостей дiлянки кишенi активного центру MtTyrRS, з якою повиннi взаємодiяти доданi
групи. Наявнiсть залишку фенiлаланiну зумовлює гiдрофобнiсть поверхнi, а присутнiсть
каталiтичних Lys231 та Lys234 свiдчить про позитивний заряд дiлянки. Тому очевидно, що
ароматичнi фенiльна та бензимiдазольна групи забезпечують гiдрофобнi взаємодiї, а не-
гативно заряджена карбоксильна група здiйснює електростатичнi взаємодiї iз позитивно
зарядженими каталiтичними залишками Lys231 та Lys234.
Молекули змодельованих iнгiбiторiв займають всю кишеню активного центру MtTyrRS
та взаємодiють iз каталiтичною петлею KFGKS (див. рис. 1, б ) подiбно до промiжного
продукту реакцiї амiноацилування — тирозиладенiлату.
Динамiка MtTyrRS у комплексах з iнгiбiторами SB-219383, SB-219383-a та
SB219383-b. Для монiторингу мобiльностi iнгiбiторiв у активному центрi MtTyrRS було
розраховано середньоквадратичнi флуктуацiї (СКФ) для їхнiх важких атомiв на вiдрiз-
ку траєкторiй 20–100 нс (рис. 2). Iнгiбiтор SB-219383 показує найнижчу рухливiсть атомiв
в областi бiциклiчного фрагмента. Значення СКФ для атомiв 17–29 становлять 0,02–0,03 нм.
Вищою є рухливiсть для дiлянки iнгiбiтора, яка iмiтує L-тирозин, найвище значення СКФ
має атом N10 — 0,17 нм. Частина iнгiбiтора SB-219383-a, яка iмiтує L-тирозин в актив-
ному центрi MtTyrRS, має динамiку, подiбну до SB-219383-b. Так само пiковим є СКФ
для атома N10, проте найвищi СКФ мають атоми 22–26. Значення СКФ для iнгiбiтора
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Рис. 1. Iнгiбiтор SB-219383 та побудованi його аналоги: для першого змодельованого iнгiбiтора видалено
бiциклiчнiсть i приєднано до атома оксигену етиленовий фрагмент, бензимiдазол та карбоксильну групу
(SB-219383-a), для другого iнгiбiтора до атома оксигену приєднано пропiленовий фрагмент i бензойну кис-
лоту (SB-219383-b) (а). Поверхня кишенi активного центру MtTyrRS та побудованi iнгiбiтори: iнгiбiтори
займають всю кишеню активного центру MtTyrRS та взаємодiють з каталiтичною петлею KFGKS; карбо-
ксильнi групи iнгiбiторiв мають електростатичнi взаємодiї з каталiтичними залишками лiзину Lys231 та
Lys234 (б )
SB-219383-b знаходяться в межах 0,02–0,07 нм, лише СКФ бензойної кислоти перевищують
0,12 нм.
Енергiю взаємодiї iнгiбiторiв в активному центрi було розраховано для 100 нс динамi-
ки MtTyrRS. Зокрема, окремо обчислено енергiю ван-дер-ваальсових та електростатичних
взаємодiй (рис. 3). Значення енергiї ван-дер-ваальсових взаємодiй iнгiбiторiв SB-219383-a
та SB-219383-b є нижчими, нiж iнгiбiтора SB-219383. Рiзниця зумовлена бiльшою площею
взаємодiючої поверхнi для нових iнгiбiторiв вiдносно SB-219383, оскiльки новi iнгiбiтори
мiстять додатковi групи. Розрахунки енергiї електростатичних взаємодiй iнгiбiторiв з фер-
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Рис. 2. Середньоквадратичнi флуктуацiї важких атомiв iнгiбiторiв MtTyrRS у ходi динамiки. Пiковi зна-
чення флуктуацiй не перевищують 2 A˚
ментом показують, що для нових iнгiбiторiв їхнi значення загалом є нижчими порiвняно
з SB-219383. Проте, на 85-й нс динамiки SB-219383 формує водневi зв’язки iз зарядженим
залишком Asp40. Оскiльки водневi зв’язки мають здебiльшого електростатичну природу,
формування додаткових зв’язкiв iстотно вiдбивається на значеннях енергiї електростати-
чних взаємодiй. Таким чином, на промiжку динамiки 85–100 нс значення енергiї електроста-
тичних ваємодiй для всiх трьох iнгiбiторiв знаходяться в межах  250 400 кДж/моль.
Монiторинг змiни кiлькостi водневих зв’язкiв протягом усього часу динамiки показано
на рис. 4, а. Для всiх трьох iнгiбiторiв аналiз показує динамiчний характер зв’язування в ки-
шенi активного центру. Новi iнгiбiтори утворюють бiльше водневих зв’язкiв, нiж SB-219383,
однак на 85-й нс динамiки SB-219383 додатково утворює три водневi зв’язки з Asp40, якi
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Рис. 3. Енергiя взаємодiї iнгiбiторiв з ферментом в активному центрi: значення енергiї ван-дер-ваальсових
взаємодiй iнгiбiторiв SB-219383-a та SB-219383-b є нижчими, нiж у iнгiбiтора SB-219383, що зумовлено бiль-
шою площею взаємодiючої поверхнi (а). Енергiя електростатичних взаємодiй iнгiбiторiв з ферментом (б ).
Значення енергiй для нових iнгiбiторiв загалом є нижчим порiвняно з SB-219383. На 85-й нс динамiки
SB-219383 формує водневi зв’язки iз зарядженим залишком Asp40, що iстотно вiдбивається на значеннях
енергiї. Таким чином, на промiжку динамiки 85–100 нс величини енергiї для всiх трьох iнгiбiторiв знаходя-
ться в межах  250 400 кДж/моль
Рис. 4. Середня кiлькiсть водневих зв’язкiв мiж iнгiбiторами та активним центром у ходi динамiки
MtTyrRS (а). Вiдстанi мiж карбоксильними групами нових iнгiбiторiв та Lys231 каталiтичного мотиву
KFGKS (б ). Для iнгiбiтора SB-219383-a значення вiдстанi становить 4 A˚ протягом усього часу динамiки
MtTyrRS, тобто спостерiгається безпосереднiй контакт ван-дер-ваальсових поверхонь
зберiгаються до кiнця динамiки (100 нс). Пiсля 100 нс динамiки всi iнгiбiтори формують
по вiсiм водневих зв’язкiв з MtTyrRS.
Оскiльки важливою для афiнностi є взаємодiя iнгiбiтора з каталiтичною петлею фермен-
ту, ми обчислили вiдстанi мiж карбоксильними групами iнгiбiторiв та Lys231 каталiтичного
мотиву KFGKS (див. рис. 4, б ). На вiдмiну вiд iнгiбiтора SB-219383-b, для SB219383-a зна-
чення вiдстанi становить 4 A˚ протягом усього часу динамiки MtTyrRS. Тобто карбоксиль-
на група iнгiбiтора та бокова група Lys231 мають безпосереднiй контакт ван-дер-ваальсових
поверхонь у ходi 100 нс динамiки. Iнгiбiтори, що взаємодiють з каталiтичною петлею, повин-
нi мати вищу афiннiсть до TyrRS бактерiй порiвняно з TyrRS людини [12]. Цей результат
дає пiдстави зробити висновок, що iнгiбiтор SB-219383-a повинен мати краще зв’язування,
нiж SB-219383-b.
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Таким чином, у результатi проведення дизайну нових iнгiбiторiв MtTyrRS на основi
вiдомого SB-219383 нами змодельовано два iнгiбiтори (SB219383-a та SB219383-b), якi взає-
модiють з каталiтичною KMSKS-подiбною петлею MtTyrRS. Ранiше було показано, що такi
iнгiбiтори будуть мати вищу афiннiсть до TyrRS бактерiй порiвняно з TyrRS людини. За
даними порiвняльного аналiзу взаємодiй MtTyrRS з iнгiбiтором SB-219383 та побудовани-
ми нами iнгiбiторами, значення енергiї взаємодiї в активному центрi MtTyrRS є нижчи-
ми для нових iнгiбiторiв. Аналiз змiни вiдстанi мiж iнгiбiтором та Lys231 каталiтичного
мотиву KFGKS показує, що iнгiбiтор SB-219383-a повинен мати краще зв’язування, нiж
SB-219383-b.
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Дизайн ингибиторов активного центра тирозил-тРНК синтетазы
Mycobacterium tuberculosis на основе ингибитора SB-219383
Тирозил-тРНК синтетаза Mycobacterium tuberculosis (MtTyrRS) является одним из клю-
чевых ферментов синтеза белка на дорибосомном этапе, поэтому его ингибирование дол-
жно существенно сдерживать рост патогенных бактерий в организме хозяина. MtTyrRS
и TyrRS человека не способны к перекрестному распознаванию и аминоацилированию соот-
ветствующих тРНКTyr, поэтому специфические ингибиторы MtTyrRS должны быть не
токсичными для человека. Взаимодействие ингибитора с каталитической KMSKS-подоб-
ной петлей MtTyrRS должно существенно повысить его аффинность к ферменту. С уче-
том этого проведен дизайн новых ингибиторов MtTyrRS на основе структуры известного
ингибитора SB-219383. Модификация осуществлялась таким образом, чтобы обеспечить
взаимодействие ингибиторов с каталитической петлей фермента. Показано, что смодели-
рованные нами ингибиторы взаимодействуют с каталитической петлей на протяжении
всего времени динамики MtTyrRS (100 нс).
V.V. Mykuliak, I. Ya. Dubey,
Corresponding Member of the NAS of Ukraine A. I. Kornelyuk
The design of active site inhibitors of Mycobacterium tuberculosis
tyrosyl-tRNA synthetase based on SB-219383 inhibitor
Mycobacterium tuberculosis tyrosyl-tRNA synthetase (MtTyrRS) is one of the key enzymes at the
pre-ribosomal protein synthesis step and its inhibition should signiﬁcantly suppress the growth of
pathogenic bacteria in the host body. MtTyrRS and human TyrRS are not able to cross-recognition
and aminoacylation of cognate tRNATyr, therefore the speciﬁc inhibitors of MtTyrRS should not
be toxic to human body. Interactions between the inhibitor and the KMSKS-like catalytic loop of
MtTyrRS should signiﬁcantly increase its aﬃnity to the enzyme. We have performed the design of
new inhibitors of MtTyrRS based on the structure of the known SB-219383 inhibitor. We modiﬁed
the inhibitor in order to allow its interactions with the catalytic loop of MtTyrRS. The 100-ns
dynamics of MtTyrRS reveals that the proposed inhibitors interact with the catalytic loop during
the simulation.
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